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摘要 
核糖体失活蛋白（Ribosome-inactivating protein,RIPs）是一类具有细胞毒性
的，特异性催化断裂核糖体大亚基 rRNA N-C 糖苷键的 N-糖苷酶。RIPs 具有对肿
瘤细胞，动物病毒及多种植物病毒，植物病害真菌及农业害虫的抗性，在医学和
农业上应用潜力巨大。RIPs 广泛存在于高等植物中，且在同种中多态性丰富。多
态性的发现对追踪 RIPs 的起源及其功能的深入研究有重要意义。 
本研究以艳紫三角梅为材料，通过克隆同源序列进行体外表达制备抗体，以
亲和层析法分离纯化艳紫三角梅（ Bougainvillea glabra）和红花三角梅
（Bougainvillea spectabilis）中的天然 Bouganin，然后通过对亲和层析分离的蛋白
进行质谱法分析，确定 Bouganin 蛋白的多样性。本研究主要结果及结论如下： 
1. 天然 Bouganin 确实存在多态性。在红花三角梅中发现 3 种异构体：Uuiprot
编号分别为 Q09EH2，A0A0D3RWN7 和 Q8W4U4。而在艳紫三角梅中发现了 4 种
异构体，除红花三角梅的 3 种外，另有编号为 Q5J7U5 的异构体，为艳紫三角梅
叶所特有。 
2. Bouganin 在同种三角梅的不同器官中的种类基本相同，但各异构体在不同
器官的相对含量存在较大差异。 
3. 实验所发现的 4 种 Bouganin 异构体中，Q09EH2、Q5J7U5 与 Q8W4U4 均
为 305 个氨基酸组成，而 A0A0D3RWN7 仅含 238 个氨基酸。 
4. 实验所发现的 4 种 Bouganin 异构体均具有一定的同源性，其中
A0A0D3RWN7、Q5J7U5 与 Q8W4U4 具有高同源性。 
接下来可首先改进亲和层析技术，提高实验结果的可重复性。之后对
Bouganin 多态性的研究可结合转录组学和结构生物学，从微观角度了解 Bouganin
异构体活性差异的结构基础。 
 
关键词：三角梅核糖体失活蛋白（Bouganin）；三角梅；多态性。 
II 
 
Abstract 
Ribosome-inactivating protein is a kind of toxic protein widely existed in higher 
plant cells, which specially acts on eukaryotic cells and damages their ribosomes. 
RIPs have a resistance to tumor cells, animal viruses, many plant viruses, fungal 
diseases and insects. Therefore, RIPs have enormously potential in medicine and 
agriculture. RIPs have a rich polymorphism in the same spicies of plant. The 
polymorphism of RIPs is important for their origin of RIPs and founcation. 
We chose B.glabra as material, amplified its RIP homology sequence and 
expressed the recombinated protein. After preparing the antibody of recombinant 
Bouganin, we explored the separation and purification way of Bouganin in 
Bougainvillea glabra and Bougainvillea spectabilis by affinity chromatography. Then, 
explain its polymorphism by mass spectrometry. Our main results and conclusions 
are as follows: 
1. We confirmed that there is polymorphism in natural Bouganin. There are 3 
kinds of isomers inB.glabra, which in Uniprot are assigned as Q09EH2, A0A0D3RWN7 
and Q8W4U4. In B.spectabilis, there are 4 different isomers, including all the isomers 
above, plus an isomer labeled as Q5J7U5 epic to B. glabra. 
2. Different organs in the same species share roughly the same kinds of isomers. 
But each isomer’s content differs in different organs. 
3. As for the isomers we found, Q09EH2, Q8W4U4 and Q5J7U5 has 305 amino 
acid residues, however, A0A0D3RWN7 has only 238. 
4. The four isomers are homologous to some extent, especially A0A0D3RWN7, 
Q8W4U4 and Q5J7U5. 
In future, we will improve immunoaffinity chromatography method to improve 
the durablity of the results. Then, the research about Bouganin polymorphism could 
be done by using transcription and structural biology methods, to understand the 
structural consequence of the activity difference among every isomers in more micro 
view. 
 
III 
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第一章 前言 
1.1 核糖体失活蛋白的研究概况 
1.1.1RIPs 的研究历史 
核糖体失活蛋白（Ribosome-inactivating protein，RIPs）是一类具有细胞毒性
的，特异性催化断裂 N-C 糖苷键的 N-糖苷酶。其能专门作用于真核细胞并损伤
其核糖体功能，具有对病毒，真菌和昆虫的广谱抗性。研究者已开展对 RIPs 分
子水平的研究，对 RIPs 构象的研究可更大限度发挥 RIPs 的功能，目前 RIPs 在植
物基因工程和医学研究中已取得突破，部分已转化为应用成果。而作为一种 I 型
RIPs，已有研究发现 Bouganin 在以上领域的潜在价值，因而值得对其进行深入研
究。 
RIPs 的发现最早可追溯到 1887 年，从蓖麻子中纯化的蛋白 ricin 是第一种所
知的 RIPs。并发现其对红细胞具有凝集作用。至 20 世纪 60 年代，Lin 等发现 ricin
等毒素对腹水癌细胞的毒性超过正常细胞，深入研究发现，其由双肽链组成，两
条肽链功能不同，一条具有失活核糖体，抑制蛋白质生物合成的特性。而美洲商
陆蛋白（Pokeweed antiviral protein，PAP）是首个被发现的单链核糖体失活蛋白。
我国科学家发现，被 RIPs 所失活的核糖体在无细胞体系中的翻译活力可被硼氢
化钠或氨基酸部分恢复[1]。 
1987 年 RIPs 的作用机理被发现[2]。Endo 等发现当 RIPs 作用于真核细胞时，
可专一地从 rRNA 上脱去一分子腺嘌呤，而使核糖体失活，即 RIPs 具 N-糖苷酶活
性。Ricin 是首个从植物中分离的，强烈抑制翻译过程的蛋白，之后在其他植物
及真菌和藻类中也发现此类蛋白，但主要存在于高等植物中。迄今已在隶属被子
植物纲的 18 种单子叶植物和 122 种双子叶植物中分离出 RIPs[3]。 
RIPs 的研究具有极其重要的意义。RIPs 不仅是研究核糖体结构与功能的重要
工具，还是研究核糖体动态翻译机制中拓扑结构及 rRNA 催化功能的分子探针。
RIPs 具有广谱的植物病毒抗性及抵抗多种植物病原真菌和农业害虫的活性，在植
物保护上有着广阔的应用前景。在医学上可用于开发免疫毒素，流产药物，抗
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HIV 及抗肿瘤等药物，应用前景广泛。 
1.1.2RIPs 的分类与分布 
1.1.2.1RIPs 的分类及基本特性 
RIPs 根据结构特性可分为三种类型：I 型和 III 型。 
I 型 RIPs 仅含单条多肽链，分子量 26-32kDa，多为碱性糖蛋白，pI =8-10，十
分稳定。具有 RNA 的 N-糖苷酶活性，在活性位点具高度保守的活性裂隙残基及
二级结构。 
I 型 RIPs 在植物中首先以无活性的前体蛋白------蛋白原（proprotein）形式存
在，后经过一个相对简单的加工过程而成为成熟蛋白。[4,5]原蛋白中含有一信号
肽，不仅具有指导蛋白定位的功能，还具有保护作用。前体蛋白因具有信号肽，
不能抑制核糖体活性，使植物自身蛋白质合成过程受保护。Ready 等曾报道美洲
商陆抗病毒蛋白首先以无毒性前体合成，后在信号肽引导下，运送至叶肉细胞基
质才最终成为有活性的毒蛋白[6]。 
I 型 RIPs 无细胞结合位点，因此无法穿透正常细胞的细胞膜，只对主动摄取
外源物质的细胞（滋养层细胞，癌细胞）有毒性。单链 RIPs 对无细胞体系的蛋
白质合成有强烈抑制作用，IC50 大都在 1nM 以下，对完整细胞毒性却很低，IC50
常达数千 nM，对小鼠的 IC50 常为几到几十 mg/kg，故又称半毒素（hemitoxin）。
多数 RIPs 为 I 型，如天花粉蛋白（Trichosanthin，TCS），美洲商陆抗病毒蛋白，
肥皂草素（Saporin），丝瓜毒蛋白（Luffin），大麦翻译抑制剂（Barley Translational 
Repressor，BTR），麻风树核糖体（Curcin）失活蛋白等。 
II 型 RIPs 为异二聚体，包括功能上与 I 型相近的 A 链，及与之相连具糖基结
合位点的 B 链，通过一对二硫键相连，pI 4.8-8，偏酸性，不稳定[7]。 
II 型 RIPs 首先以无活性的单链蛋白------前蛋白原（pre-proprotein）形式被合
成，信号肽被切除后仍为无活性单链前体蛋白-原蛋白，只有当内切酶将中部十
几个氨基酸水解后，才形成由 A,B 两链组成的真正毒蛋白[8]。由于 II 型 RIPs 在初
始合成时无活性，因此植物可安全地合成自身蛋白，仅在前蛋白原被运送至靶点，
其 C-末端信号肽被切除后，才具有毒性。 
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A,B 链分离后，A 链变得不稳定，此时 A 链具有 N-糖苷酶活性，称为毒素链。
B 链具两个糖基化位点，可结合 D-半乳糖，称为结合链。A 链含糖量较 B 链少（如
ricin A 链仅有一个糖基化位点，含糖量为 B 链的 30%），有的甚至不含糖（如相
思子毒蛋白 A 链），将重组 A 链基因在大肠杆菌中表达，发现糖基化对其催化活
性并非必须。 
完整的双链 RIPs 对无细胞体系蛋白质生物合成抑制活性较低，但若将 A,B 链
间的二硫键打开后，其活性会大大提高[9]。双链 RIPs 对完整细胞的毒性很高，IC50
大都低于 0.01nM，故又称细胞毒素（cytotoxin）。B 链不仅具有细胞识别功能，
还能协同 A 链进入细胞，定位于高尔基体。研究表明链间的断裂是启动 A 链活
性的关键，此过程由高尔基体的蛋白二硫键氧化还原酶催化完成。在无细胞体系
中，双链 RIP 的活性较低，可能是 B 链的存在妨碍了 A 链的活性[9,10]。II 型的 RIPs
仅在 6 科 8 种植物中发现，如蓖麻毒蛋白，相思子毒蛋白（Abrin）及辛那毒蛋
白（Cinnamomin）。此外，少数 RIPs 由 4 条肽链组成，实为两分子相同的双链
RIPs 通过次级键所结合成的二聚体，性质与双链 RIPs 相同，如 Ricin 由完全相同
的两分子异源二聚体由非共价键结合成四聚体。 
III 型 RIPs 为具有未知功能的 C-末端延伸结构域的单条多肽链。合成时以无活
性的前体形式出现，当活性位点氨基酸中间的二硫键打开，C-末端和 N-末端的扩
展序列被水解后，才具有活性。IIII 型 RIPs 不常见，迄今仅在玉米和大麦中鉴定
出 III 型 RIPs。在玉米中的 RIP 前体为酸性蛋白，其在内部被剪切释放出氨基酸，
生成 N-末端及 C-末端片段，该过程生成 2 条多肽链亚基，大小分别为 16.5kb 及
8.5kb，在玉米中发现的两种 RIP 均为 III 型 RIPs。大麦中，则一个为 I 型，另一个
为 III 型。 
由于 III 型 RIPs 与 I 型 RIPs 有相似性，因此也可将 RIPs 按 B 链有无分为两类，
即 I 型和 II 型[11]。 II 型的 A 链与 I 型 RIPs 一般由 210-270 个氨基酸组成，同源性
17%-75%[12]。虽然 RIPs 一级结构同源性不大，但空间结构很相似， RNA N-糖苷
酶活性位点也很相似[13]。一种假说认为 II 型 RIPs 由一个 I 型 RIPs 的古老基因与
一个凝集素基因融合而成。 
由上可知，I，II 型 RIPs 的最大差异是 II 型 RIPs 具一结合链，可以结合细胞
膜上的 D-半乳糖，协助 A 链进入细胞，全过程通过受体调节的内吞作用完成。
